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技術論文

プロ エ ンハ ン サ ー基質を用 い る製剤中の リパ ー ゼ活性 の

簡易 ， 迅速な化学発光測定
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　製剤 中 リパ ーゼ 活性 の 簡便 か つ 迅 速 な化学発光定量 法 を確立 した，本法 は，プロ エ ンハ ン サ
ー
基質か らリ

パ ーゼ に よ り遊離す る エ ン ハ ン サ ー （化学発光 増強剤）が，ル ミ ノ
ー

ル ／西洋わ さびペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ ／過

酸化水素 の 化学 発光 を増 強 す る現象を利用 した もの で ある．化学発光定量 条件を最適化 した の ち，本法 を 3

種 の 市販製剤中の リパ ーゼ 活性測定に適用 した と こ ろ ，こ れ ら製剤中の リパ ー
ゼ 活性を良好 に定量 す る こ と

が で きた，また，本法 に よ り得 られ た リパ ーゼ活性値 と 目本薬局方収載の 脂肪消化力試験 （中和滴定法） に

よ り得 られ た値 と を比 較 した と こ ろ ，両 測 定法 の 間 に 良好 な相関性 が 得 られ （r ＞ 0．919 ）， 本法の 信頼性 を

確認 す る こ と が で きた．今 回構 築 した 化 学発 光 法 は 操作が 簡便 で ，測定 も 5 分 で 完了する ．ま た
， 本 法 は

滴定法 と比 較 して 高感 度で あ り，再現性 も良好なこ とか ら，リパ ーゼ含有製剤 の 品質管理などに有用 な 方法

で あ る と 考え られ る．

1 緒 言

　化学発 光 とは，化学反応 に よ り分子が励起され て 不安定

な励起 状 態 とな り，そ の 後 もとの 安定な基底状態に 戻 る 際

に光 を放出す る現象 で ある．化学発光を用 い る 分析法は励

起 光源 を必 要 と しな い こ とか ら光源 に 由来する ノ イズ の 影

響 が な く，　 般 に 比 色 法 や 蛍光法 と比 較 し て 高感度 で あ

る．したが っ て ，簡便性，迅速性 や 高感度が要求 され る 臨

床検査 分野 の 酵素活性測定な どに お い て ，化学発光法は こ

れ らを満 たす分析法 の
一

つ と して 有用 で ある ．すで に こ の

目的 で 化学発光性 の 酵素基質，特 に エ ス テ ラ
ー

ゼ の 合成基

質が 数多く報告 さ れ て い る
1＞
』7）．

　
一

方，様 々 な化学発 光物質 の 中で もル ミ ノ
ー

ル （5一ア ミ

ノー2，3一ジ ヒ ドロ ー1，4一フ タ ラ ジ ン ジ オ ン ） は，過酸化水素 の

存在下，西 洋 わ さ び ペ ル オ キ シ ダーゼ （HRP ） を触媒 と

す る 反 応 に よ り，強 い 発光 を与 え る こ と が 知 ら れ て い

る
距

暁 著者 らは こ れ まで に ロ フ ィ ン 骨格を有す る 2−（4
ヒ ドロ キ シ フ ェ ニ ル 〉

−4，5一ジ フ ェ ニ ル イ ミ ダ ゾー
ル （HDI ）

が こ の ル ミ ノ ール ／HRP ／過 酸 化水素の 化学発光系 に 対 し

優 れ た 増強効果 を示す こ と を見 い だ し，増強剤 と して の 有

用 性 を 明 らか に して き た
15｝．更 に，この HDI の 増強効果

が そ の フ ェ ノ
ール 部位 に 由来 す る こ とに 着 目 し，こ の フ ェ

ノール 性水酸基 部分 を ラ ウ リ ン 酸エ ス テ ル と した プ ロ エ ン

ハ ン サ ー基質HDI −laurateを 開発 し，こ れ を用 い る簡便か

つ 迅 速 な リパ ーゼ （ト リ ア シ ル グ リ セ ロ ー
ル リ パ ー

ゼ ，

1
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EC 　3，U ，3）活性 の 化学発光定量 法 を報告 して きた
1fi）．こ

の 方法 は ， リパ ーゼ が 基 質に作用 し て 遊 離す る HDI の 生

成量 に応 じて ル ミ ノ ール の 化学 発 光 が増 強 され，こ れ に よ

りリパ ーゼ 活性 を算出す る とい う原理 に基 づ くもの で あ る

（Fig、1）．こ こ で 基質で あ る HDI −laurateは増強作用 を全

く示 さ ない た め，同
一

試験管内で リパ ーゼ に よ る 加水分解

反 応 と そ の 反 応 生 成 物で あ る HD1 に よ る増強化学発光反

応を行うこ とが 可 能 と な り， 酵母由 来及 び 動物由来の リパ

ー
ゼ を簡便か つ 迅 速 に測定す る こ とが 可 能 とな っ た

16）．

　 リパ ーゼ は トリ グ リ セ リ ドの 長鎖脂肪酸エ ス テ ル を加水

分解 し ， 脂肪の 分解 を行う酵素で あ り， 動植物か ら微 生 物

に至 る まで 広 く分布 し，産業や 医療面 な どで 広 く利 用 され

て い る
且7）
−21 ）．例 えば微 生 物由来の もの は洗剤及 び油脂 の

改質や 精製 な ど に ， 動物由来 の もの は乳 フ レーバ ー
の 製造

な ど に用い られ て い る．また，日本 人 の 食生 活の 変化 に よ

る 脂肪の 摂取量 は急激 に増 加 して お り，消化不良や 過食 に

よ る 胃部 ・腹部の 膨満感 を改善す る た め ， リパ ーゼ含有総

合健胃消化薬や サ プ リ メ ン トが 広 く流 通 して い る．

　本研究で は
， すで に報告 した HDI −laurateを用 い る リパ

ー
ゼ 活性 の 化学発光定量法の 実用 性 を証 明 する 目的 で ， 市

販製剤中の リパ
ー

ゼ 活性の 簡便，迅 速 な 定量 法 の 開発 を行
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 すい
っ た ．消化酵素製剤 や 消化サ プ リ メ ン トに は，ブ タ膵由来

の リパ ー
ゼ 及び種 々 の 酵母 由来の リパ ーゼ が混 合 して用 い

られて い る の で，こ れ ら を効果的 に測定 で きる よ う分 析条

件 の 最適化 を行 っ た ．更 に 日本 薬 局方一般 試験 法 の 消化力

試験 に よ り得られ る製剤中の リパ ーゼ 活性値 と本法 で測 定

した 活性値 と を比較 し，本法の 信頼性を評価 した．
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Fig．　 l　Reaction　scheme 　for　the　chemiluminescence （CL ＞assay 　oflipase

2　実 験

　2・1 装　置

　化学発光検 出 器 ： sirius−Luminometer （Berthold　Japan
製） を用 い て 測定 を行っ た．

　乳化器 ： BRANSON 　SONIFIER 　250　D （Japan　Emason

製） を用 い て 基 質溶液 を超音波処理 に よ り乳 化 した．

　2・2 試　料

　BERIZYM （顆粒剤）は 塩 野義製薬，　 NEO 　F−LASE 　CAP −

SULES （カ プ セ ル 剤） は 日 本 新 薬 ，　 EXCELASE 　CAP −

SULES （カ プ セ ル 剤） は 明治製菓 よ り購入 した．各製剤

（カ プ セ ル 剤 は 内容物の み ） はそ れ ぞ れ 乳鉢 を 用 い て 粉砕

し た もの を用い た．

　2・3 試　薬

　 ポ リ ビニ ル ア ル コ ー
ル ，エ タ ノ

ー
ル 及 び ア セ トン は ナ カ

ラ イ製，オ リブ 油 （日本薬局方） は大成薬品工 業製 の もの

を使用 した．無水 リ ン 酸
一

水素ナ トリ ウ ム，リ ン 酸二 水素

カ リ ウ ム ，塩 化ナ トリ ウ ム ，水酸化ナ トリウ ム ，フ ェ ノー

ル フ タ レ イ ン，36％ 塩酸，ル ミ ノ
ール ，リ ン 酸 二 水素 ナ

トリウ ム ニ 水和物及び 30％ 過酸化水素 は和光 よ り購入 し

た．HRP は Sigma ，2一ア ミ ノー2一ヒ ドロ キシ メ チ ル 。1，3一プ ロ

パ ン ジ オ
ー

ル （Tris） は 高純度 の もの を ICN 　Biomedicals

よ りそれぞれ購入 した．なお 化学発光法 で 用 い た 36％ 塩

酸，N ，N 一ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド （DMF ）（ナ カ ラ イ製 ） 及

び メ チ ル セ ロ ソ ル ブ （キ シ ダ化学製） は精密分析用 の もの

を使用 し，それ 以 外の 試薬 はすべ て 分析試薬級 を用 い た．

2・4　測定法

2・4・1　化学発光測定法　　測定用試験管に 0．1M リ ン

酸塩緩衝液 （pH 　6，5） で 懸濁させ た 製剤 110　pl，リパ ーゼ

基質 で あ る 1mM 　HDI −laurate の DMF 溶液 10 μ1，30 μM

ル ミ ノ ール 及 び 45nM 　HRP を それ ぞ れ 含 む 0．1M リ ン 酸

塩緩衝液 （pH 　6．5）各 50μ1を順次 と り，5 秒間混和 した．

こ れ に過酸化水素水溶液 （200 μ1） を 自動注入 し，化学発

光反 応を開 始 した ．測定開始後 6  秒 か ら 300 秒 まで の 発

光量を積算 した．なお ，測定値 は 3 回繰 り返し測定を行

い ，そ の 平 均 で 表 した ．

　2・4・2　脂肪消化力試験法
22 ）
　　 日本薬局方

一
般試験法

に従 い ，製剤中の リパ ーゼ 活性を測定した．

　乳 化 液 ； ポ リ ビ ニ ル ア ル コ
ー

ル 5g に 水 を 200 　ml 程度

加 え ， か き混ぜ な が ら 75〜80 ℃ で 約 1 時間加熱 して 溶 か

した．冷却後，炉過 し ， 水を加えて 正確 に 250ml と した．

　基 質溶 液 ： 乳 化液／オ リブ 油混液 （3 ： Lv ／v ）300ml を

超 音波 処 理 に よ り乳 化 し ，
1 時間 冷所放置後，油層が 分離

しな い こ とを確認 した 後に使用 した．

　操 作 法 ： 基 質溶液 5　ml 及 び O．4　M リ ン 酸塩緩衝液 （pH
8．0）4ml を そ れ ぞ れ 正確 に量 り，

三 角 フ ラ ス コ に 入 れ て

ふ り混ぜ ，37 ± 0．5℃ で 1  分間放置 した 後，試料溶液 l

ml を 正 確 に 加え，直 ち に ふ り混 ぜ た ．こ の 液 を ．a7 ±

0．5℃ で正確に 20 分 間放置 した 後 ，
エ タ ノ

ー
ル ／ア セ トン

混 液 （1 ：1，v／v） 10ml をふ り混ぜ た．次 に 0．05　M 水酸

化 ナ トIJ ウ ム ta　10　ml を正 確 に加え，酵素反応 に よ り生 じ

る脂肪酸と反 応 させ た．反 応液 に エ タ ノ ール 〆ア セ ト ン混

液 （1 ：］，v／v ）10ml を加えて ふ り混ぜ た後，過量 の 水酸

化 ナ トリ ウ ム を 0．05M 塩酸 で 滴定 した （指示 薬 ： フ ェ ノ

ール フ タ レ イ ン 試液 2〜3 滴）．

　別 に 空 試験 と して 以 下 の 操作 を行 っ た，基質溶液 5　ml

及 び 0．4M リ ン 酸 塩 緩 衝 液 （pH 　8．0＞ 4ml をそ れ ぞ れ正

確 に量 り，
三 角 フ ラス コ に入 れ て ふ り混ぜ ，S7 ± 0，5℃ で

le 分 間 放置 し た 後，エ タ ノ ール ／ア セ トン 混液 （1 ： L

N 工工
一Eleotronio 　Mbrapy 　
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v／v ）10ml を加 え，次に 試料溶液 lml を正確に加 えて ふ

り混ぜ た．次 に 0．05M 水酸化 ナ トリ ウ ム 液 10ml を正 確

に 加え，以下同様 に 塩酸を用い て 滴定 した．

　なお，測定値は空試験 に よる滴定量と試料溶液 に よ る滴

定量 の 差 で 示 し た ．

3 結果 と考察

　 3・1 化学発光法 に お け る測 定条 件の 最 適 化

　製剤中に は酵母由来及びブ タ膵由来 の 両 方 の リパ ーゼ が

混合して 用 い られるため，既 報
6｝
で 個別 に確立 した活性測

定条件 （Candida 　cytindracea 由来 及 び ブ タ膵 由 来 の リパ ー

ゼ 活性測定条件）の うち， ど ち らが よ り製 剤中の リパ ーゼ

活性測定 に適して い るか を調べ た．両 測 定法にお い て 大 き

く異 な る 点 は 緩衝 液 の 種 類 で あ る た め ，試 料 と し て

BERIZYM 　O．2　mg 　ml
−1

を用 い て ，　O．3・M 　Tris−HGI 緩衝液

〉
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Fig．2　Effect　 of 　 HDI −laurate　concentration 　on

Rela 廿ve 　CL 　intensitア（RCI ）

（pH 　7．5）及び O．lM リ ン 酸塩緩衝液 （pH 　6．5）が 化 学 発

光 強 度に 与 え る 影響 を調査 し た．BERIZYM に よ り得 られ

る シ グ ナ ル 強度 は リ ン 酸塩緩衝液 に比べ て Tris−HC1 緩衝

液の 方が 大きか っ た が ，空試験 強 度は リ ン 酸塩 緩 衝 液 が よ

り低い 値 を与 え た た め ，結果 と して リ ン酸塩緩衝 液 が わ ず

か に高 い S／B 比を与えた．そ こ で ，製剤中 リパ ーゼ活性

の 測定に は リ ン 酸塩緩衝液 を用 い る こ とに した．

　次 に，試料 と し て BERIZYM 　O2 　m
暮 ml

−
］

を 含 む 0，I　M

リ ン 酸塩緩衝液 （pH 　6，5）を用い て，基質 で あ る HDI −lau−

rate の 濃度の 影響を調べ た （Fig．2），　 HDI −laurateの 濃 度

を 0〜2mM の 範 囲 で 変化 させ た と こ ろ ，
　 HDI −laurateの

濃度の 増加 と と もに発光量 は 増加 し，0．5mM 以 上 用 い た

と きに ほ ぼ 最大か つ
一

定 の 発 光 量 が 得 ら れ た．こ こ で は 1

mM を選択 し た．

　 3・2　化学発光法と脂肪消化力 試 験 法 と の比 較

　消化酵素製剤の 安定性や 効力 は 日本薬 局方
・一

般試験法の

消化力試験法 に よ り評価 さ れ て い る．そ こ で，日本薬局方

収載 の 脂肪消化力試験 法 に従 い ，リパ ーゼ 含 有製 剤 3 種

（BERIZYM ，　 NEO 　F−LASE 　CAPSULES ，
　 EXCELASE 　GAP −

SULES ） の リパ ー
ゼ 活性 を測定 し，本法に よ り得られ る

結果 と比較 し た ．両 方法 に よ り得 られ た 結 果 を Table　 l

及 び Table 　 2 に 示す．い ずれ に お い て も ， 試 料濃度 と測

定値 の 間に 良好な相関関係 が 得 られ た が，両 者の 検出下 限

を 比較 した 場合，化 学 発 光法 の 方 が 約 4 倍 か ら 6 倍 高 感

度 で あ っ た ．本法の 信頼性 を評価す る 目的で，両測定法 に

よ り得 られ る測定値間の 相関性 を調 べ た．なお，化学発 光

法 に よ り測定す る 製剤試料 に は ， 滴 定法 に よ り測 定 した試

料 を リ ン 酸塩緩衝液で そ れ ぞ れ 1  倍希釈し た試料 を用 い

た．一
例 と して Fig．3 に BERI 塞 M よ り得られ る両 測定法

の 相関性を示す．Table 　3 に示 す よ うに，い ず れ の 製 剤 に

お い て も化学発光法 と脂肪消化力試験 法との 間 に良好 な相

Table 　 lAnalytical 　parameters　for　lipase　activity 　in　pharmaceutical　preparations　obtained 　by　the　titration　method

Pharmaceutica 】preparations Range ／mgml
−1

Equation （r）
u） Detection　limit／mg 　ml

−1b 〕

BERIZY ］MNEO
　F−IASE 　GAPSULES

EXCEL へSE　CAPSULES

LO 〜8．01
．0〜8．Ol
．0〜8．0

，
＝O．30x ＋ 0．17 （0．985）

ッ
；0．30x ＋ 0．14 （0，979）

y
＝tO ．27x ＋ 0．03 （O．976＞

0．120
ユ 20

ユ 3

a ）ッ
＝blank 虚ter （ml ）−signal 　dter（nll），κ

＝concentration 　of 　pharTpaceutical　preparation ｛Mg 　ml
’t
）；b）De 且ned 　as 　blank　titer ＋ 3

SD

Table　2　Analytical　parameters　f（）r　lipase　activity 　in　pharmaceutical　preparations　obtained 　by　the　CL 　method

Pharrnacguticul　preparations
　 　 　 　 　

一l
Range ／正ng 　ml Equation （r ）

a ） Detection　limit／mg 　m 】
−lb ｝

BERIZYMNEO
　F−LASE 　GAPSULES

EXCELASE 　CAPSULES

0．05〜0．40
0．05〜O．20
0．05〜0，40

ッ
＝2，0 × 109x − 2．6　x 　107（0．996）

y
＝2．3 × IOgx − 3，3 × 10

フ

（0．977）
y
＝1．2XIOgx ＋ 3．6xIO ）

（0．989）

0．020
．020
．e3

a ））／
＝CL 　intensity，，x ；concentration 　ofphar   aceutical 　preparation （mg 　m 「

1

）；b）Detined 　as 　blank　chemi ］uminescence ＋ 3SD
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Table　 3Correlation 　between 　the　lipase　actiVities 　obtained 　by　the　GL 　and 　titration　method

Pharrnaceutical　prepaエations
　 　 　 　 　 　

一l
Rangefmg 　ml

in　titration　method
　 Equation

”，

（Szmple 　number ）．
Correlation　facl．or

BERIZYMNEO
　F−LASE 　CApSULES

EXGELASE 　CAPSULES

000生

24

。

〜
〜
〜

000 ）
・
　
＝5．2 × 10  一5．6 × 107 ＠

＝5）

V
＝4，9 × 10Sx − 1．5　X　lO7（n

＝4）

y
＝3．7XlO   ＋ 2．6 × 10’　（n 　

・＝
　4）

0．9880
．9190
，994

a ）ッ
＝CL 　intensity，揮

＝blank　titer （m1 ＞
−

s童gnal　ti　ter （ml ）

（
o｝
O，
×

あ

醒ω
匚

O
ρ

＝一
JO

）
で

O
§
φ
匚」
」

O

9．00

ハ
U876

．05

．0004

傷
02

．01

．000

0．5 1 1．5

Titratlon　method （btank　titer− signal　titer）

2

Fi9・3　　Gorrclation　between 　the　lipase　activities

obtained 　bアthe　titra雌on 　and 　G上 method

関性が見られ た，

　ま た，脂 肪 消 化 力 試 験 法 の 繰 り返 し測定 の 精度 を NEO

F−LASE 　GAPSULES 　2　mg 　ml
−1

及 び 8mg 　ml
’1

を試料 に 用

い て 調 べ た と こ ろ ，そ れ ぞ れ 相対 標準偏差 （RSD ） で

9，2％ 及 び 9．7％ で あ っ た．こ れ に対 し，化学発光法 の 精

度 は，NEO 　F−LASE 　CAPSULES 　O，l　mg 　nil
’1

及び 0．2　mg

m1
−1

の 試料 に 対 して，そ れ ぞ れ RSD で 8．5％ 及 び 6，7％

で あ っ た．脂 肪 消 化 力試験法 は 基質 と して オ リ ブ 油 を 用

い ，リパ ーゼ と の 反 応で 遊 離す る脂肪酸量を中和滴定に よ

り求め る方法で あ る。こ こ で ， 用 い る基質の 懸濁液は 超音

波 処 理 に よ り調 製 さ れ る．しか し，均
一．・

な 乳濁液 を再現良

く調製す る に は比 較的熟練を要 し ， 測定値に 個人差や 誤差

が 生 じや す い と考え られ る．．・
方 ， 化学発光法で 用 い る 基

質 は DMF に溶 解 す るの み で あ り，す べ て の 反 応 を 同
一

試

験管内で行うこ とが 可 能 で あ る．こ の こ とが化学発光法に

お い て よ り良好 な 精度を与えた 要因で あ る と考えられ る．

更 に化学 発 光 法 は滴 定 法 の よ うに イ ン キ ュ ベ ーシ ョ ン を必

要 とせ ず測定時間が 5 分 間 と短 い
， 簡便 か つ 迅速な測定

方法 で あ る，

　以 上 ，プ ロ エ ン ハ ン サー基 質及 び 化 学発光定量法 を用い

る こ とに よ り，簡便か つ 迅 速な 製剤申 リパ ーゼ 活性の 定量

法を確 立 する こ とが で きた ．本法は
， 従来の 滴定法 と比 較

して，感 度及 び 精度の
．
面で も優 れ て お り，リパ ーゼ含有製

剤 の 品 質管理 な どに 有用な方法で あ る と考えられ る．
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Simple and  Rapid Chemiluminescence  Assay for Lipase Activity in

   Pharmaceutical Preparations Using Proenhancer  Substrate
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                     '                                 '
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-
 8521of
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 A  novel  chemiluminescence  (CL) assay  method,  using  a  HDI-laurate [lauric acid  ester  of  2-(4-
hydroxyphenyl)-4,5-diphenylimidazol.e (HDI)] as  a  proenhancer substrate,  was  applied  to the

determination of  lipase (triglycerol lipase, EC  3.1.1.3) activity  in pharmaceutical preparations.
The  method  is based on  an  enhanced  CL  reaction  of  luminol-horseradish peroxidase .(HRP)-
hydrogen peroxide with HDI, which  is liberated from the proenhancer substrate  by  enzymatic

hydrolysis, The  proposed method  involves a  homogeneous  reaction  system  in which  enzymatic

hydrolysis of  HDI-laurate and  enhanced  CL  reaction  with HDI  eccur  in the  same  reaction  mix-

ture. The  lipase activities  of  three commercially  available  preparations were  measured  by  the

proposed CL  method.  Linear  relationships  were  obtained  (r>O.977) between  the concentra-

tions  and  CL  intensities in all  of  the  tested  preparations. The  results  obtained  by the  proposed
method  were  compared  with  those  by the  titration  method  in Japanese Pharmacopoeia,  and

good correlations  were  obtained  between both methods  (r>O.919). The  CL  method  is simple

and  rapid,  permitting  the completion  of  single  assay  within 5 min,  The  sensitivity  and  repeata-

bility of  the CL  method  were  also  superior  to those ofthe  timation  method,

Keywotzts : chemiluminescence;  lipase activity;  pharmaceutical preparations; proenhancer; 2-

         (4hydroxyphenyl)4,5diphenylimidazole.


